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Abstract

In questo elaborato di tegene discussi® a r t scientifitoGompositionS¥xual
Fluids il€ycas revoluta Ovules During Pollinatidiizatddi von Aderkas et al.,
pubblicatcsullarivistaThe Botanical Raveh\®022.

In questo studio viene analizza¢a la prima voltéa composizionédei fluidi che
mediano la fecondazione neltade€rali fluidi, prodotti ddgovuli di queste piante

immediatamente prima della fecondaziwaeno unacomposizione chimicamente

complessesono f ondament al i per regolare | di

femminile.

Utilizzando la spettrometria di neasproteomielFluido delMegagametofittMF)

e del Fluido dellaCameraArchegonile (ACF)di Cycas revokdao stati confrontati

tra loro e con il proteoma dedlacciad 6 i mp o | (PD) mraaitro fluidogprodotto
dal | @aVv Uld@a.nal i s igocciadirapolinazeorecontiemeain numero
inferiore diclassdi proteineprincipalmente coinvolte nella difesa da microrganismi e
nellamodificazionalei carboidratmentreil Fluido delMegagmetofitoe il Fluido
dellaCameraArchegonialpresentanana composizione proteica giversificatahe

incluce ancheproteineimplicate nella morte cellulare programmata.

Mediante cromatografia liquida € stateche dimostrato chel iFluido del
Megagametofito eFluido della&CameraArchegonialeonoricchidi composti a basso

peso molecolare quali glucosio, pectina e acido glutammico. Infine, a differenza del
Fluidodel Megagametofito, Hluido dellaCameraArchegonial@resentain pH piu

elevato @ossiedeina maggioresmolarita

In questo elaborato di tesi verranno disensdettaglio i metodi, i risultati e le
conclusiondi questo lavoro, seguendatruttura degparagrafdd | 6 a originale.o | o






1. Introduzione

Nel l e gi mnosper me, | 61 mgno mddimdaaliguidene e |

a3

avvengonan momentidistinti Lontervallotemporale tra i due eventi pud durare
settimane o mesi, a differenza di quasgervato nelle angiosperme, dove i processi
sono pressoché contemporarei.questostudiq gli autori hannanalizzatda
composizione dei fluidi prodotti in ovuliQlicas revaluiaa specie appartenente alle
cicadeeQuestagruppo di gimnospermisultaparticolarmente interessante dal punto
di vista golutivo perché costituisce uno dei rami piu antichi delle piante a seme.

Durante | 8i mpollinazi one, nanlancgaorhatuii ne Vv i €
tramitela gocciad ihpollinaziongPD-pollination dyoprodotta dalle cellule della

~

nucellaguesta secrezione gioca un ruolo fondamentamnéihael 6 i nt er azi one
polline e ovulocattura il polline e jportaa | | 61 nt e rdovesuatessivhnieoter u | o
germinerdJin et al., 2012)a goccial 6 i mp o |, bltreal suo ruolereeccanico

nella cattura del pollinka una funzione di difesa grazie alla presereichi
antimicrobiciCoulter et al., 2012; PireDavis et al., 2018puesto meccanisne

ampiamente diffastra le gimnosperme, ma seici@zomologhe sonoare nele

angiosperm@Villemse et al., 1995).

Successivamentee all pompohlei yga&z imomla al | &i
tubetto pollinico. In molte gimnospermeesto processo éstremamentkingg

possondnfatti passarsettimane, se hon mesi, prima che il microgametafitoa

maturazione rilasci i gamefilliams, 20090Cont e mpor aneament e, e
e, al suo interno, si differenza un megagametofito che sviluppa, al polo micropilare,

due archegoni contenenti le cellule uovo ricettive.

Nelle gimnosperme, la fecondazione puo avvenire in due puodesserci

sifonogara comune nei cladilogeneticamentgiu recenti(Bruns & Owens, 2000)

0 zoidogana, caratteristica diladi piuancestralcome Ginkp e cicadee Nella

sifonogamial tubetto pollinico penetra nello spazio treelek cel e | | dar chegoni
rilascide due cellule spermatiche direttamenfgossimitalella cellula uovblella

zoidogarng, il tubetto pollinico rilascieellule spermatichigagellatein un fluido

all dinterno dell dovul o, t r @spermatomowdi e | | a e



sono mobili ewuotano attivamentgersol 6 a r ¢ peergggitmgece e fecondare la
cellula uovdlkeno, 1896; Wang et al., 20lLd)produzione @ fluidi coinvolti nella
zoidogamia statapoco indagatae laloro composizionera quastompletamente

sconosciuta differenza della piu studigta c c i a d 0e(littfe etlall, 20040 z i 0 n

| fluidi sessualtiellegimnospermsono secreti in piccole quantita, hanno breve durata

(pochi giorni)ed é difficile accederviio rende liloro studo particolarmente

difficolto®. Anchel a g occi a dpiriesspndd espostasaltaisammea del
micropilo e quindfacilmente accessibilga unvolume ridottoche richiedeun

notevole sforzo per accumuakarura quantitesufficiente per le analikifluidi che

mediano la fecondazione hamano ¢ h\dtebseseessendpresenti solo per alcuni

giorni nelle cicadeéTakaso et al., 2018)in Ginkgqg(Friedman, 1987). Inoltre, a

di fferenza del | a taigfloidi di fe@ndakzidrie sqrandora pitn a z i on e
complessi da campionare, dato che sono prodpttiio f ondi t © al.l di nt er
Oltre alla difficolta di raccolta, brevedurata di questi fluidividenzia quantgli

eventi dimpollinazione e fecondaziatebbano esses&rettamente coordinati.

La coordinazione trd rilascio delle cellule spermatichia écezione da parte

d el | ,6pervgatardirel successo dellecondazionenon e esclusiva delle

gimnospermeoidogameanae una caratteristica conseraaizhe in cladi piu antichi

come muschi e felci. Per esemméomuschijil contenuto delle cellule archegagniali

rilasciato poco prima della fecondazione, ha&umzéone chemoattrattiaer gli

spermatozoigche vengonguidativerso la cellula uoygiegler et al., 1988)liquido

rilasciato non permette solo alla cellula spermaticepadersima eanchearricchito

di sostanze necessarie adNdeacuosmatfluao e | def f
prodotto dall e cel | amkgagansetophyallaistua e del

produzione e abbondané successivamentssof | ui sce all é6interno

archegonial@igure 1.1, 3.1; Takaso et al., 2Ck8e nei muschi e nelle felci, anche

gli archegonidalle cicadee GinkgailascianaulteriorisostanzeNelle cicadeaueste

si mescolanal M¥- gia presente nella camera archegdioateando iliquido della

camera archegoniale (AaX€hegonial chambey, fluiccui nuotano le cellule

spermatiche.

Gl i aut or scientifedqui disausstsiisanaduindi chiessiel M- el ACF
abbianoccomposizione euoli funzional distinti Hanno inoltre investigage questi

fluidi, derivanti dal megagametqfito differenzino dalla gocabd i mpol | i nazi o



prodottadalle cellule della nucella.ri®ondere a queste domat@dano analizzato
campioni dfluidi sessuali dycas revaglugacoltnel loro habitat naturale nel sud del
Giappore. Le analisi hanno inclugwofili proteomigila composizione in carboidrati

e amminoacidia concentrazione osmotecihpH.

Cycas un genere di gimnosperme che appartiene al @wtacopyta (Stevenson,

1992) un gruppo di gimnospermbe condividono alcune similarita éoastinte
Pteridosperme o felci a se(wen Aderkas et al., 2018ntramb quesi gruppi
condividonoun carattere ancestrale: la regolazione del microganagti@iterso i

fluidi sessuali derivanti dal megagametafieo,caratteristiagzghe si ritiene sia stata
preservata durante | devol uzi somAderkbe | | e pi
et al., 2018).
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— |ntegumant\
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\
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Figura 11 Schemallustrativodegli stadiis v i | u p p odurdrgel cli Sonovstati campionati i 1
riproduttivi analizzat(a) Ovul o i mmaturo prima della pro
| dapice della nucel | gb)6vulbcoraldgm cali lad idrd ti searets d
micropilo; in questo staddd 6 api ce dell a nucell a, attrav

camera pollinicgc) Ovulo al momento della fecondazione; in questo stadio sono evidenziati i
differenziati dl tequmentpil megagametofito cellularizzat i due archegoni alla base della ci
archegoniald& | | 6 i n & rucelipaheadvaddllmegagametofitmnatura ilgametofito maschile «
poirilasceraglispermataio al | 6 i nt dfecommazione.|Bartiellagaaialdcm. Figura tral
da vonAderkas et al., 2022



2. Materiali e metodi

2.1Materiale vegetale

Per | coradottandidsair t i ¢ o | dbvorgAderkaget a&. 2028)sostati

utilizzati ovuli dCycas revolutavenienti sia da piante coltivetteselvatiche. Tutte

le piantgorovenivano dalla regioaeordovestde | | 61 s ol a drefettura i o mot e
di OkinawaGiappongFigura 2.1

Figura21Esempi o di sito di campi onamento n¢
presente una popolazione nativ@yaias revollatia quale sono stati raccolti alcuni ovuli utilizz
lo studio Immagine tratta da von Aderkas et al., 2022

Raccoltadei fluidi sessuali

| ricercatori hanno selezionato sei pigneer | 6 i mp o | |, condattztiao ne man
meta e fine magg018 Gli ovuli sono statsuccessivamentampionatappena

primadell fecondaziorevvenuta adgostpda piante cheepossedevano un numero
considerevolé&li ovuli sono stati sceii base alla presenzatdektto pollinicahe

si estendewdallanucella e r s 0o dellaicamera aramegoniale. Gli ovuli sono stati

tagliati a met&asversalmentia prima meta scartata e quella rimastaprendente

la porzione del micropjlalteriormentadissezionatp er | asci are espost
megagametofit@uccessivamennteampioni sono statostiin piastre Petri di vetro

rivestite con carta da filtro Whatman No. 1 inumidita con acqua precedentemente

filtrata.l campioni sono stati lasciati giornonelle piastreprimadi raccogliere il



fluido delmegagametofito (MF). Il fluido della camera archegoniale (AEF)
contienel M- mescolato amateriale emesso dagli archegoni, € stato raccolto

separatamente comcropipette di vetre immediatamente congelatoconservato

(Figura 2.2

Legoced 6 i mp o | | i; Figura 1)lsomeestate Rdzolda diecipiantee | | dar co

di un periodo di tre settimgrda meta a fine maggio. | megasporofilli ricettivi sono
stati rimossi da ogni piargde loro estremitetagliatee postein acqua. Le gocce
doi mpol | i nazi o nuwtidemmenteosniicaopipetterdiavetrdacbl t e
flI(Figura2.2t ome descritto per altre gocce
avere un volume sufficiente ped anal i s i ,icamponidirPDsome stat i ¢ a

raggruppat

B: preparazione degli ovuli di Cycas peril
campionamento del fluido del megagametofito
(MF) e del fluido della camera archegoniale (ACF)

A: campionamento della goccia
di impollinazione (PD)

C: campionamento del fluido D: campionamento del fluido
del megagametofito (MF) della camera archegoniale (ACF)

Figura 2.2 Schema illustrativo delle tecniche di campionamento utilizzate per la raccolta dei tre divers
riproduttivi analizzati nell&articolo discus
megasporofilli sono stati res i posti in acqua e |l a gocci a
raccolta con una micropipetta. (B) Preparazione degli o@ycatper il campionamento del fluido
megagametofito (MF) e del fluido della camera archegoniale ghGRuli sono stati tagliati a r
trasversalmente e la parte superiore, dissezionata in modo che fosse esposto il megagametofito,
carta da filtrombibitad i acqua sterile su pi as:dopeunBiernoyililiquic
presente sulla superficie apicale del megagametofito & stato raccolto con una micropipetta. (D) Ce
del | 8ACF: il Il iquido dell a camera archegoni a
camerarchegoniale e si & mescolato con le secrezioni aggiuntive prodotte dagli archegoni. Nelle ill
D  mostrata | ao (patteggiata) pemfdcitarne & cainprénkilifmrazionaealizzata
Elisabetta Offer

doi

r



2.2Analisi dei campioni

Microscopia elettronica

| campioni dissezionati sono stati fissati in glutaraldeide al 2% in tampone cacodilato

0.10 M a pH D. Dopo i lavaggi cahntamponenecessari alla rimozione del fissativo,

i campioni sono stati disidratati in etanolo al 50% per 10 minuti e successivamente
coloratiper 1 oracon una soluzione dicetato di uranile al 5% in etanolo &b.50
Successivamenlta disidratazione stata&ompletatattraverso una serie di soluzioni

alcoliche a concentrazione crescente di etanolo (70%, 80%, 90%, 95% e 100%),
mantenendo campionimmersilO minutia ognipassaggio. Prima di procedere con

| 6i nclusione, = stato eseguito un second
disidratazione complet&uccessi vament e, | et anol o as
gradualmenteon resina di Spurr, fino ad arrivare a resing pheé stata poi
polimerizzat p e r | i ncl usi oa eseziotig bttenutezompun 0 N |
ultramicrotomo Reichert Ultracut $ono quindstatecolorate con acetato di uranile

e citrato di piombo di Reynol@sinfine osservate al microscopio tetetico a

trasmissione JEOL JEMD11.

Analisi proteomica
Il contenuto proteicod fluidiMF e ACF di quattro individui & statoantificato

utilizzando il test standard di Bradford (Bradford, 1976).

| campioni di fluido (2Pl ciascuno) sono stati preparatiqegrarazione elettroforetica

su gel: sono stati mescolati cphd tampone NuPage Mes SDS édi ditiotreitolo

(DTT) 1 M e bolliti per 10 minugono stati caricati su un gel NMg® Novex 412%
BisTRIS insieme a pl di marcatore molecolare colorato con BL{fgibggaBio

Helix Co. Ltd.)ll gel e stato fatto correre per 25 minuti a 200 V, fissato con una
soluzione di etanolo al 40% e acido acetico al 10% per 10 minuti e poi colorato con
Comassie Bliant Blue allo.@%.

Peridentificarde proteing separate mediargkettroforesi (SDBAGE), le colonne

del gel dove erano stati fatti correre i campioni di fluido sono state tagliate e processate
per |t@maite spetirometria di massearnpioni sono stati ridotti con DTT per

30 minuti a 37 °Cper romperei ponti disolfurofra i residui dicisteim e



successivamente i gruppi sulfidrilici I&m0 stati alchilati con iodoacetampele30
minuti a 37 °C per evitare la loro riossidaz@uidii campioni sono stati trattati
con tripsina (2 g Promega) per 16 ore a 37 pQrificati attraverso colonna Waters

HLB Oasis, concentrati e conservadioa®C.

Le misceldi peptidiottenute sono stat@nalizzatéramite cromatografia liquida
spettrometria di massa tandem-fLE/MS) sono state reidratate e separate secondo

I metodi precedentemente pubblicati (Prior et al. 2013). | campioni sono stati inseriti
in uno spettrometro di massa LTQ Orbitrap Velos equipaggiato con una sorgente
Nanospray Il (Thermo Fisher ScientifiShno stati utilizzati due solveri)
acetonitrile al 2% e acido formico alid€) B) acetonitrile al 90% e acido formico

allo Q1%. | canpioni sono stati separati seguendo un gradiente di soluzione B per 90
minuti (O minuti: 5% B; 80 minuti: 45% B; 2 minuti: 90% B; 8 minuti: 90% B).

[fileLC-MS/IMSgr ez zi ot t enut convarttilinlfild Masatl(MG) s ono
usamlo Proteome Discoverer l.4aiccessivamenteslaborati con software
bioinformatic(PEAKS 6} ricavate le sequemzeteiche da UniprotKB. Le proteine

con annotazioni GO sono state processate tramite Scaffold Software per le analisi
statistiche.

Per | delnlad igsac c e,idatpiamigzand stati tratiat aepanagione
liquidoliquidaLd anal i s Spettrometri c aonalstg mas s a
eseguéseguendoprotocolliprecedentemente pubblickPrior et al(2013, 2018).

Per confrontare | 6 a hbdeloneghgametcdito (MF)delae i ca de
camera archegoniale (AG3$tatacondottoun esperimento di quantificazideleel

fregramite spettrometria di masBapo avenormalizzatda massa proteidaogni
campioneguestisono stati processati tramite cromatografia liquida e iniettati in un

LTQ Orbitrap Velos. | dati grezzi sono stati elaborati utilizzando MaxQuant e |l
software Andromeda per effettuare ricercl
databas UniProtSwissProt.

Analisi della composizionedi carboidrati e amminoacidi

La composizione in carboidrati dei flMdéi e ACE provenienti dguattro individyi
e stata analizzata trami@LC (HighPerformance Liquid Chromatagoapaiica



seguendo il protocolttescritto precedentemedteNepi etal.(2017). In aggiunta, e
stata misurata la concentrazione di peespemendolan equivalenti di acido
galatturonico (mg/in). A causa del loreolumeinsufficientenon e stato possibile

analizzare la composizione dei carboukl#i goccie di impollinazione.

| campioni dei fluidi MF e ACF derivanti dagli ovuli dei quattro individui descritti sopra
sono stati analizzati pdeterminarda composizione in amminoaaidilizzando

| HPLC a gradienteon una colonna AccQtag, secondo quanto precedentemente
pubblicatadaNepi et al(2017)Anche in questo casgsendo il volume delle gocce
ddéi mpol | i na znoo@&stato passibilefarfalizzaliertacompesizione in
amminoacidi

pH e concentrazione osmotica

Il pH dei campioni & stato misurato utilizzandomicroelettrodo pH Thermo
Scientific Orion calibrato, collegato a un pHmetro Accumet 900 (Fisher Scientific).

Per determinare la concentrazione osmotica dei campitato utilizzaton
microscopio a contrasto di fase (Olympus BHT), equipaggiato con un tavolino
refrigerante controllato da un osmometro. | campioni sono stati céiizzéindo

una siringa analitica di precisione Prekslirda 25 | (VICI Precision Sampling) e

congelati rapidamented® °C. Successivamente sono stati scongelati lentamente fino

a raggiungere | 6dequil i br imnomentoincustatacr i st al

registrata | osmol arit?”



3. Risultati e discussione

3.1Risultati

In questo lavay, von Aderkas et a(2023 hannoanalizzato la produzione e la
composizione di tre diversi fluidi sessuali prodotti dagli oRytas revalutesultati
ottenuti riguardanali stadi di produzione dei flyidiadalisi proteomica la
composizione inarboidrate amminoacidie i valori dpH e osmolaritadi MF, ACF

e PD.

Stadidi produzione de fluidi sessuali

Gli ovuli sono stati campionatiun periodee h e v a d enpotlimazionédno del | 0
adopolafecondazioneclassificandoli in tre stadi disiinh b a s edel@ hucelaa nal i s i

all dapi ce ddHguraElgagamet ofito

1 Stadio 1 (prsecrezione): ghvuli presentavansuperfici apicahsciute Figura
3.1a,h e i tubettpollinid nonerano ancora emedsillanucellaEssendo privi di
fluidi, questiovuli sono stati utilizzaticome controllo per lo stadio dire

secreziondopo la raccoltajon hanno mai prodotto fluidi

1 Stadio 2 (produzione del liquido del megagametdftokuperficie de
megagametofie r a 1 ni zi al mente asciutt a, ma en
apici hanno iniziato a produrre il fluido del megagametofital@e3sutahe
circondda camera archegonid&jra3.1d,9. Al momento del campionamento,
questi ovuli si differenziavano da quelli dello stadio preceeidatpresenzdd
tubett pollinid che emergevamai tessuti della nucelagira3.1f).

1 Stadio 3 (produzione del fluido della camera archegoniale e fecondazione): in
questo stadiojl f | ui do del megagametofito fIl ui
archegonialé&{gura3.1g,h.In un tipico ovulal terzcstadicé possibile osservare
il tubetto pollinicasporgee in modo prominentelalla nucelléFigura3.11). I
fluido MFsi é rivelatoesponsabile della separaza®ieneck ceallegli archegoni
seguita quasi contemporaneameirdel | 6 e s powlcontenotollenaterialé
cellulareosiespulso rimawa sul fondalella camera archegon{&igura3.1g,h
e successivament® mescolavaon | M formandoil fluido della camera

archegoniale (ACFA | moment o del | & piltubettimpalinid a mpi on



apparivanespangFigura3.1li) esi rompevano a contatto cofiuldo, rilasciando
I gameti. Dopo la fecondazione, tutte le superficvamasciutte

Un aspetto cruciale, per meglio comprendere il presente studio e la biologia
riproduttiva delle cicadee, € la differenza fra il fluido del megagametofito e della camera
archegoniald.a fonte di questi due fluidé diversamentrel & M PBrodotto da
centinaia se non migliaia di cel;ilul e I oc
materiale rilasciato dagli archeggmiodotto da una o due cell@dechegonialke,
mescolandosi con | 8MF, forma | 8ACF che pt

| risultati ottenuti dalle analisi al TEM, haen@enziatache | M= costituivala
componente maggioritaria del volume del fla@e. Inoltre, € stata osservatalla
superficie dei campidaipresenza detriticellulari, inclugjranuli di amido localizzati
nell a r egi on e oappeepi¢ntaalkt cellaleadelldtatodpiéeomica |
a | | del pametaito femminjldove molte cellule erano andate incontnoie
cellulare programmatauest cellule in apoptosmostravano caratteristiche
organellariinsolite: il reticolo endoplasmatico inglobava mateictio agli
amiloplasti, i mitocondpresentavanon volume ridotto e alcune cellugailtavano

svuotate del loro contenuto.
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Figura 3.1 Stadi di produzione dei fluidi sessuali in ov@lychs reval(@@aSchema illustrativo dello stadio 1-
secrezionegllapice del megagametofito nresentendntroflessionda camera archegoniale (ac), al di
della quale si osservanalue archegonip) | | giorno precedente all

megagametofitsl presentava asciuétda camera archegoniale (ac) vBatao visibili i due archegoni (@j)Le
parete superiomella camera archegoniaitéata immediatamergettola nucella, che in questa fase pre
una fessura in cui il pollineascrescdn questcstadio il tubetto pollinico (pt) noa visibile ostainiziando
svilupparsidy)Schema il l ustrati vo desiéformatdaebfldidosullazupdrigie (
megagametofito, ma non nella camera archegoniale. Questo fluidoaénptatmte indicato come fluido
megagametofito (MRE) Il fluido MF & stato raccoltda | | del meégagaemetofito prima che fluisdel ©
della camera archegoni@)eA questo stadio, il tubetto pollinico era visibile mentre si espandeva dallé)
Schema illustrativo del |l o sdirwadsead |3 i (nprea dnuoz idoer
e, subito dopo, gli amponisecernono imaterialeche mescolandosi ad e$smma il fluido della came
archegoniale (ACR) Il materiale si accumula sul fondo della camera archegoniale in prossimita dec
da cui era stato rilascidtpll tubetto pollinico si @lteriormenteespansa | | 6 i n tcamersed eprortol ¢
rilasciare gli spermatadioSulle punte del tubetto pollinE@ossibile osservare dedigioni bianche a | |
delle quali stanno maturandiue spermatoi. Barredella scala 1 mm Immagine tratta da von Aderkas ¢
2022

Profilo proteico di MF e ACF
Le analisi condotte hanno rivelato che il fluido della camera archegoniale (ACF) ha una

concentrazione proteica superiore rispetto al liquido del megagametofito (MF). La
guantificazione tramite tedi Bradfordha mostratouna concentrazione media

inferiore @,5{ ¢/ { | di proteingp e r , inehthdd-e ACFle@d di Bt d/t1. Questo

dato  supportato dal-PAGH, she ha ezideoziatdenl | 6 el e
i ncremento del numer o di b aFigdra2)pr ot ei che
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Analizzando le proteine del fluido del megagametofito (MF) e del fluido della camera
archegoniale (ACF) tramite SB'SGE e HPLEMS/MS, sono state identificate oltre

150 proteineL 6 Mdenteneva 55 proteine, tutte ritrovatehen eACE 8 6 ACF
conteneva ulteriori 9froteinee s c |l usi v e, n o Monoptaneggiesta t i nel
differenza numerica, la distribuziale#le proteindra le vare categorie funzionali

annotag¢ suGen©ntolod¥0) era similen entrambi i fluidiDi conseguenzglj autori
hannoconcluso chée proteine di ACpossiedondunzionisimili a quelle contenute

in MF, pur essendpiu numeroséFigura 3).
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Figura 3.2 Gel SDSPAGE con 20 L di MF e ACF per colonna. ACF, Ml
MF-2, MR3 sono stati raccolti da ovuli di un individucCygtas revalus
sinistra, un marcatore molecolare di proteine stahuandgine tratta da v
Aderkas et al., 2022

Le funzioni biologiche dominanti erano legaisoaessi metabolici e cellulari, seguiti
in misura minore dalla risposta agli stimoli e dalla regolazione biologica. Esempi di
proteineidentificate per le diverse categorie funzionali:

91 Categoriaprocessi biologi proteine correlate alla glicolisi (es. fruttosio
bisfosfato aldolasi Hllaproteolisi (es. subunita beta t§a del proteasoma)
e al ripiegamento proteico mediato da chaperoninbe@sschock protein
83).
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1 Categoria processi metabolmrioteine correlate alla gluconeogenes. (
glucosiet-fosfato isomerasi 13Jc at abol i smo del l-0acqua

ascorbato perossidesallatraduzioneds.proteina ribosomale 60S L)1

i Categoria risposta agli stimmiateinecorrelatealle risposte difensigontro

batterie a vari stress come il calore.

Solo un numero inferiore groteinerisultava correlata riproduzione, sviluppo e
crescita. In sintegli autorihanno evidenziato clagl punto di vista delle funzioni
biologiche, questi fluidi extracellulaano ricchi di proteineche si trovano

comunemente nel citoplasma cell@arecessivamente vengonailasciate.
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Figura 3.3 Istogramma del numero di proteine coinvolte in processi biologici categorifzate dntology
AnnotatianBarre blu: proteine trovate sia in MF sia in ACF. Barre gialle: proteine trovate solonmagife
tratta da von Aderkas et al., 2022

Questa i potesi ~ stata wulteriormente
componenti cellularche ha confermato la predominanzaateine citoplasmatiche

all 6i nt er no (dsemalatb dewrogenasi @ proteine chezcamipongono le
subunita dei proteasomitrano presenti anchproteine correlatea organelli
intracellulari, come quelle contenute nei cloroplastiorelp p aGolgi te melled i
membrane. Le proteine mitocondriali e ribosomali ereewemeno rappresentate,
suggerendo che kellule implicate nella produzione di questi liquidfassero

metabolicamente e trascrizionalmente attive. La frazione proteica della componente
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cellulare era distribuita in modo simile tra MF e &@H 6 uni cadierccezi on
numer o maggi ore di proteine extracell ul a

In termini di funzioni molecolaffrigura 3), il profilo proteico ottenuto includs
undampi a ¢ ageneeliTchie piamppresentatevi erpraieinecapaci
dilegard AGP (es. subunita B2 della ATPasi protonica di tipoNAD (es. enzima
malico NADRdipendente)ed il DNA (es. antigene nucleare di proliferazione
cellulare)oltre aproteine ad attivita catalitica (es. endopeptdasibunita del

proteasoma
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Figura 3.4 Istogramma delle proteine coinvolte in funzioni molecolari categorizZatgedantology Annotations
Barre blu: proteine trovate sia in MF sia in ACF. Barre gialle: proteine trovate solonmagfe tratta da von
Aderkas et al., 2022

Profilo proteicod el | a goccia doéi mpollinazione
Perquanto riguarda 6 a n a | i <lia gogaiaditirepollnazio(®@D), di autori

hanno identificatoun totale di 35 proteingamite separazione liquiliquido e
successiva HPLKIS/MS. Di queste 35 proteine total3 risultavanonon
identificabilipet 6 as s enza di neddatabasked2proteinefrimanéntne nt o
sono state suddivigetre categorie: 5 correlate alla difesa e risposta agli stress, 5 erano
enzimicoinvolti nel rimodellamento e modifitdla parete cellulare e dei carboidrati

e 3 avevano altre funzioni. Nessunalled proteine presenti nella goccia

doi mpol lei stedaz trovatea | | i nt er no dei fluidi
megagametofitdF e ACF.
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Espressione proteica
Le analisi precedenti hanno permesso di identificare un set di 53 qotaimen

entrambii fluidi del megagametofitF e ACF) Lédanal i si del
Spearman havelatq in linea generale, una relazione positiva tra individui e tipologia
di fluidi,indicandahe Je proteine piu espresse erano universalmente cbord@nalisi

del profilo di Pearsom@n mostrataha inoltre evidenziatche solo una piccola
frazione dguestgroteine mostrauana differenza di espressione superiore al doppio

fra individui diversi.

Analisi dei carboidratie amminoacidi di MF e ACF

Lédanal i si dei car boi dr adchero piaablbondartel at o
entrambi i fluidi La suaconcentrazionet risultata maggioreel fluido del
megagametodit(MF) rispetto al fluido della camera archegoniale (AG¥tre
saccarosio e fruttosio Bogpoco abbondanin entrambiFigura 3.5)In aggiunta a
questi zuccheg, stata rilevata anche la presergectina, in concentrazioni maggiori

in MF rispetto ad ACF.

Per quanto riguarda ginminoacidia concentrazione piu atatata ritrovata in ACF
(Figura 3). Di questi, la maggior parte erano amminoacidi proteici, come acido
glutammicpalanina e prolina. Gli amminoacidi non proteici erano meno abbondanti,

tra quelli a maggior concentrazisoeo stati trovati beanina e ornitina.
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Figura 3.5 Boxplot della concentrazione di carboidrati (mg/mL) di MF (in
ACF (in giallo) diCycas revaldtaa concentrazione di pectineegpressén
equivalenti di acido galatturonico (mg/mL). Immagine tratta da von Ader}
2022
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Figura 3.6 Boxplot della concentrazione di amminoacidi (prapldi MF (ir
blu) e ACF (in giallo) diycas revallnamagine tratta da von Aderkas et al.,
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pH e Concentrazione osmoticali MF e ACF

| ricercatorhannarilevatoche ilpH dei due fluidi e significativamente diverso: il fluido
del megagametofito (MF) presenta unggdermente acido 4% 1,2), mentre il
fluido della camera archegoniale (A€gip alcalino (8 v 1,3). Questo suggerisce
che I rilascio di sostanze da parte degli archegoni camp@umento significativo
delpH.

In termini di concentrazione osmotMd&, e risultato avere una concentrazione media
di 678 mOsm, minore rispetto al fluido della camera archegonialda(AQF)
osmolarita risultava ess&E mOsm.Questo aumento di osmolarita € dovuto
al 0 a g ddllesostarze rilasciatiai due archegonche siapronoin risposta al

contattoconMFe contri bui scono alla formazione

3.2 Discussione

Lédanal i si d edeil flaidi di €yogs orevolgtaggeriscé 6 e Si st enz a
meccanisnriproduttivi precedentementeonosciuti nallpiante a semdén questo
studiq i ricercatori hanno dimostrato cifel u i d i sessual.i ril asci
| i mpol |la fecdrrdazione aiffeescono per origine cellulare, funzione e

composizionee presentano profili proteici specifici per ogni faakconfronto e

emerso che ildidi prodotti dal megagametofitV)F e ACFE sono ricchidi

ammi noaci di ma poveri di carboidrat:. risij
fiorale G0 suggerisce che lorofunzioni ripoduttive vadanooltre alla semplice
cattura e trasporto del pollfmee | caso del | a )gtoasporiodelled i mp o |
cellule spermaticlfeel caso di MF e AQH fluidi sessuaiiembrano rappresentare

un meccanismdi controllodellosviluppodel gametofito maschda parteli quello
femminilemediato da una sequenza di eventi redaladtturalel pollineda parte

del | a gocci ae ildilasciongelte Icéllulenspermaticimeeandotto dai fluidi

i nterni del | ovul o.

| fluidi del megagametofito (MF) e della camera archegoniale (ACF) possiedono
profilo proteicadiversodallg o c c i a d 0 i fatp ahé si spiega comsidenaado
la loro differenterigine | proteoma dell a goccia doi mp

secretoma, ovveron insieme denzimi rilasciati dalle cellule peedifesa ela
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modificazione dei carboidratbmegiaconcluso dd&ironeDavis et al., 2016; von
Aderkas et al., 2018l contrarig le oltre 150 proteine identificate in MF e ,ACF
sembrano costituiten degradoma, ovveun insieme diroteine rilasciate da cellule

in seguito anorte cellulare

Essendagli ovuli delle gimnosperme espasti | 6 e slaresuperéicjdeblboro
presentareadattamenti morfologici e fisiologici che agevolano la cattura e
germinazione del polline (Leslie & Boyce, 2012; Little et al., 2014). Idedlaltati
studio qui discussevi denzi ano che | e proteine

pr e

doi mpollinazione hanno f agantipatogeni ellai mi t at e

modificazione dei carboidrati e della parete cellulare (Gelbart & von Aderkas, 2002).

Queste funziansono conservata diverseggimnosperme, quali cicaqBeior et al.,
2018) conifergCoulter et al., 201 BinkgdLittle et al., 2014) gnetofit§Hou et al.,
2019).

Il fluido del megagametofito (MF) e il fluido della camera archegonialea(ACF)

contrarionon sono in grado di funzionare al

l i gui di presenta undampia gamma di funzi

il catabolismo dei perossidi. Tuttagieeste proteine vengono rilasai@eellule in
apoptosi nel | a erd gohseguenza,deeldrd aftieitpa enpirhatica € o
compromessa dalla perdita detlattura cellularehenormalmentéacilitale reazioni

concentrando reagenti ed enzimi.

L 6 a nGOA (Gené Ontology Anngtatioferma chqueste proteingrovengonala
vari organelli cellulari, principalmente plastidi, Golgi e rib@dooontrario, sono
state trovate poche proteine assoeiateticolo endoplasmatico, un organello che

precedenti studiVoodenberg et al., 200y evano evi denzi ato

significativa per | 0accumdellecdcadg.iinlimneaser ve

con cio, eifludi MFe ACFhon sono state trovate prote

riserva dei nutrimenti e traspod.contrarig e stata ritrovata n 6 a gamraadi
proteine coinvolte nella morte cellulare programmatagR@QEAMmMed cel) deathe

quelle dgbroteasoma@ o i n v aubiquiéinazioeel La BCD gioca un ruolo cruciale
nella formazione della camera archegoni@kigo biloda porzione di nucetlave

si formera la&amera archegoniale va incontro a degradaticanerso processi di
morte cellulargorogrammata (Li et al., 200Queste osservazioportano alla
concl usi one c hediprdemé delulancACH eMFsiadoveaad o n e
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eventi di apoptosi e n@processi necrotici. Un ulteriore suppartpuesta ipotesi &
dato dallmuantificaziont&abetreri risultati della quantificazione hanno mostrato che
molte dellgoroteineritrovate inACF e MF possiedono livelli di espressione simili in
tutti gli individui campionati, suggerendo che il rilascio di quessidiurtBultato di

un meccanismareciso e finementegolato.

Una parte di volume di fluido della camera archegoniale (ACF) & materiale emesso
dagli archegoni in risposta al fluido del megagametofito (MF). Questa interazione
promuoveda divisione delle dumeck cetlegli archegonportando alla formazione di

un canale all 0i nt eonseonts da | | dughsperdaaogdo ni o. QL
dl 6i nt er no ,sleeld flliofuacitacdnneaterale datlo stesso, che andra poi a
mescolarsi con il fludpr esente all dinterno della <ca
archegoni, il rilascio di contenuto cellulare € un adattamento legato alla fecondazione

che le cicadee hanno in comapa altre piante archegoniate, conrilgfite e

Pteridofite Infatti, durante la formazione degli archegoni, le cellule uovo e le cellule
ventrali del canale archegoniale sono le ultime a formarsi. Il rilascio massiccio di
citoplasma nell dapopl ast o, come avviene
nettare (Vawini et al., 2008), potrebbe aveomplesse e moltepliinzioni |

ricercatori hanno ipotizzato chee | | 6 ACF si ano presenti S 0 S
anche se iguesto studinon sono stateentificatgroteinecorrelate alla chemiotassi

Cio non escluglpero,la presenza di altri compdgtin rilevadiche potrebbero avere

funzione di attraziorer glispermatozdi. Questo apre nuove prospettive di ricerca

ed altri ricercatori stanno attualmente testando queste ipotesi (Toyama et al., 2025).

BN

Questo studio e il prima descriverd rilascio di zuccheri dalla superficie dei
megagametofiti nelle cicadmentre itilascio di carboidrati dagli archegoni era stato
precedentement@ortato solger felci e muscliCao et al2017). Nello specifico,

in Cycas revaglutacercatorhannoriscontratobasseconcentrazioni di saccarosio e

fruttosio, mentre il glucos® risultato essere il carboidratooacentrazionpiu

el evat e. L 6 a s s Buidaim cuid/engosoail@asciatirglh spatazadin e |

delle cicadesolleva interrogativi crucistlilla deiscenza del tube&tudi precedenti,
infatti,avevano dimostrato chieibetti pollinicdelle cicade&hiedonasoluzioni con
concentraziordi saccarosisuperiori al 10% (p/v) peompersiHori & Miyamura,
1997)endurrel 6 apertura degl i Tttaciggeegtesaiuzionii Nor st o

di saccarosio si sono rivelate non funzionali per gli speridiatazo movimenti si
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arresteen o entr o cinque/ dieci minuGliautarial | desp
del presente studio suggerisconal gecosippresente ad alte concentrazioni, possa

svolgere un ruolo sostitutivo datcarosidqQuesta ipotesi e rafforzata dal fattoiche,

fluidi sessuali djuasiutte le gimnosperme, ad eccezione delle Gnetales, possiedono

basse concentrazioni di saccarosio (Nepi etal.,Q017)r e a quest.i zucc|
ha rivelato anche la presenzzedtine, rilasciate in seguito a degradazione della parete
cellularéAnderson, 2016)alla sua rotturdurante la secrezione olocrina (Nepi et al.,

2009).

In questo studide analisi hanno rilevaton 6 a mpi a g a mmaei ftbidi a mmi no
prefecondazione, un dato mai riscontramo altre piantearchegoniate Le
concentrazioni di amminoacidiMF e ACFsono risultatesimili aquelle dialtre
secrezioni Ggocthd ®ivmp @l | @inkgozbilotitep et dli

2017). InCycas revalutaicercatori hanno trovatalte concentrazioni di acido
glutammico, prolina e alaninamminoaciditipici dei gametofiti femminili di
gimnosperme che accuand riserve (King & Gifford, 1997; Astarita et al., 2003). Tra

gli amminoacidi non proteiéi stata rilevata presenza di ornitiniacui ruolo nello

sviluppo delle cicadee non é ancorachiardc t avi a, i n aibsciata si st e
da cellule in apoptosi € nota per avere attivita biogenica sulle cellule circostanti (Medina

et al., 2020).

L & e mi s proteme, rucctleri e amminoanidi | | 6 apopl asto influer
le proprieta della soluziorkecontributo del glucosio (lo zucchero maggiormente
presente) e della pectina allassione osmotiaa risultatobasso, ma la pectina

possiede proprieta igroscopiche potrebbero comungundluenzare la viscosita del

mezzo (Guimaraes et al., 2000¢. proteing al contrario,contribuiscono
maggiormente alla pressione osmatisercitata sullenembrane delle cellule
circostanti A differena di glucosio e amminoacidi, droteine che si riversano

nel | 6dapopl asattraversardanmerpboasasptasmatica delle cellule che

formano il megagametofittonseguentemente e probabile che siano le proteine a

gui dar e i movi ment i doi a pdiptlafamwantcanone del | 6
proteica non é facilmente convertibile in concentrazione osmotica perché le proteine

sono in grado di dissociarsi in numerose particelle ioniche. La produzione di un mezzo

ricco di soluto per la fecondaziona eneccanismo riproduttivo unicee si riscontra

nella zoidogamida soluzione in cui vengono rilasciati gli spermatozoi delle cicadee e
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molto diversa rispetto alldacqua piovana

muschi.

Confrontandole analisi di carboidrati e amminoacidi di MF e, AGk quelle
precedentemente pubbl i c dcomelotteadamn dliestesgioc c e ¢
metod), gli studiosi hanno conclusbe i fluidi sessuali rilasciati dagli ovuli delle
cicadegdurante la fecondazigrsmnonettamente diverda quelli prodotti durante

| i mp o |dalle gimnpspermeefluse le cicadastesseg dallaproduzione del

nettare fioraleelle angiosperme.

Un altro meccanismo unico riscontratgpiantecon archegoni edpusione di
mat eri al e stesdoNelleaicadee e @inkgo bilopuesta masséscosa
si ritrova sul fondo daltamea archegonial Similmente a quanto riscontratcCin
revolutd_ee (1955) suggeristaein Ginkgo bilobquestomaterialerilasciatodagli
archegonintrappolasse fisicamemtiagelli mobili degli spermatadip attraendoli
verso il c o |. A differdned di félad e musedigve s ritiene che |l
materiale espulso contenga sostanze chemiotattiche per gli spermatozoi, in questo
studio von Aderkas et al. (202pyopongono che nelle cicadaevenga un
intrappohmento fisicoll comportamento degpermatozoi nellaoidogamiae
estremamente complesso da studiare siasiaex situele conoscenze attuali
basao prevalentemense ipotesi

In Cycas revallgainterazioni masckHgmminili sono coordinate da fluidi sessuali

possono essereconsider&e in termini di sporofito e gametofito. Durante

| i mpol |l inazione, l a nucell a, una por zi ¢
ddéi mpollinazione (OdO6Leary et al ., 2004;
del pollingvon Aderkas et al., 201Burante la fecondaziomeyecej fluidi sessuali

mediano il rilascio degli spermatozoi dal microgametofito e forniscono il mezzo in cui

i gameti maschiliuotano. Questi fluigsecretdal megagametofjmonopresentsia

ndle cicadee, sia@inkgoln conclusioneecondo il modello proposto dai ricercatori,

la zoidogamianelle cicadee implica che vengano prodotti difheidii sessuali
femminiliche regolano il gametofito maschiéecomplessit& specificitali questi

liquidi suggerisconauovi ruoliper if | ui di prodotti dal |l dovul

piante a seme.
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4. Conclusion

Lo studiocondotto da von Aderkas et al. (2022ndagato la composizione dei fluidi
sessuapirodottidagli ovuliche mediano il processo di fecondazin@®jcas revaluta

L6 a n a | complessa eomposizione di quéstli biologici hdornito importanti

spunti sulldine regolaziond e | | 6i nt er azi one trangl@amet of i
cicadee.

Questo tipo di studio risulta particolarmetitigcile a causa deblume ridottadei

fluidi indagati e dal fatto che sono prodotti in proforadital 6 i nt erGoo del | &
limita la riproducibilitdegli esperimenti presentati ed & di ostacolo ad ulteriori ricerche

di approfondimentoUn 6 u | t e r iedegaaala vaiiabilitacintasrganismo,

evidentgeresempian e | | ampi a gpdmlevati di val ori di

| risultati ottenuti mettono in luce la complessita della composizione di questi fluidi
riproduttivi, cio rende difficile la loro replicazioneitroe limita la possibilita di
studiare il comportamento del polline isolato in condizioni che miminanquigte

Questo studi o, nonostante | doriginale af
ottenuti, non  sufficiente per undeffett
fecondazione delle cicadee, mancando dati riguardo il comportamento del tubetto
pollinico e degli spermatozoldiaggiuntasono state riscontrate delle incongruenze

nella presentazione desultati ottenuti dd | & a pratelornica della goccia

ddi mp o l:leiprotaire identifieate, secondo il testo risultano essere 12, ma la
tabella2 neriportal6

Infine, i | ruol o del | a gene sminaito dhdliiamqipdhe nena z i o
limitano le funzioni alla saldesae modificazione dei carboidrai contrario, anche

alla luce dei precedenti stildi,ont enut o del | a sprobcaveree doi mp
un ruolo significativo anchello sviluppo delle strutture riproduttive femmivelia

regolazione delf@oduzione dei fluidiuccessiwa nella maturazione e germinazione

del tubetto pollinicdn questo contestisulta importantapprofondirailteriormente

| 61 nt é&ailagametfitamaschile e tessutifemminilj infatti,alcunesostanze
presenti nel polline potrebbero influenze
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Le ricerche in questo ambito stanno continuando concentrandaisnaaiiaa delle

cellule spermaticleel i meccanisndi fecondazioneelle cicadee, a tale proposito &
attualmente disponibile preprintal | 6i nt er no  di bi oRx1i v, a
sottopost o a Intermediate Bvalugonaryl State of tMotdedSpeom and Pollen
Tubes in the Extant Gymnosperm CycdisTeyatudaet al. (2025)

In questo nuovo articolgli studiosi hanno cercato di comprendere i meccanismi alla

base del comportamento delle cellule spermaltitioenentodel rilasci@a | | i nt er no
dei fluidi prodotti dagli ovuli @lycas reval@iaautori hanno analizzattrascrittoma

dellecellule spermaticheei tubetti pollinicidelleneck celtellecellule uove dei
megasporofilli

Pertantoj fluidi prodotti dal megagametofipotrebbero nomappresentare d u ni ¢ a
forma di conwllo di questi processtiome invece sostenuto da von Aderkas et al.

(2022) Gli studi di Toyama suggeriscami@tti, un ruolo fondamentalelcontenuto
delleneckcefise | | attrazione dell e cellule sperm
essere bidirezionale e le sostanze contenute nel tubetto pollinico potrebbero essere
coinvolte nella maturazione delle cellule uovo.

Come dimostrato dagli esperimeipiortati daToyamaet al (2025 non revisionat),

le cellule spermatickei muovono alldinterno dell a car
traiettoria precisin particolaregli spermatozoidi risultaatiratt dalleneck celisi
muovononellaloro direzione, toccandole ripetutamedrestessinvecenon accade

se gli spermatoirth vengono isolati, suggerendo la presenza rdblecod
chemoattrattwa | | 6 i n theck cetlanei ualilséssuali, come ipotizzato da studi
precedenti (Wang et al., 2014; Takaso et al., 2013; von Aderkas et al., 2022). Inoltre,
nello studio condotto da Toyama et al. (2025 revisionatq) le analisidi
trascrittomicauggerisconche iltubetto pollinico delle cicadee moaducaecettori

per molecole secrete tigsuti riproduttivi femminithe ne guidino e direzionino la
crescitaGli autoridi questo studio suggeriscono che il tubetto pollinico delle cicadee
abbia solo una funzione austorial e, qgui
del | &assarbimento di nutrientiome suggeritancheda analisi anatomiche

precedentiJohri et al., 1992).

Future linee di ricercgotrebberoc oncentr ar si eiurlolidgliedent i f i

molecoleimplicatenella chemotassi degli spermatozoitfioltre, dteriori ricerche
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potrebberoconsideraraltre classi di gimnosperme, cdanekgpe condurre studi
comparativcon altri membri delle Cycadales, al fine di evidenziare le differenze di
composizione di tali liquigrodotti dal megagametofiédl comportamentalegli

spermatozdi durante la fecondazione.
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6. Appendice

6.1 Attivita di tirocinio

Dur ant e | 0 a tsvoitayiedso il labaratotioid@iaf. eséBarbha@Baldan

al | 0ide®rte Botanicali Padovajo potuto seguire un progetto di ricerca volto

ad indagare i meccanismi molecolari allalbbsesviluppa e | poll i me e del
alcune specie di gimnosperme. In particolare, in questo laboratorio si studia la
riproduzione dizinkgo biloda alcuni anni, e da poco si € iniziato a volgere lo sguardo
anche ad al cune s p@ycas evoldgasiciTipaliethiozamia Cy ¢ a d
mexicahd 6 at t i vi t 7 prdurant i rpesilpmavenié data gueltaldit a
campionamentdi ovuli e microsporofilper la preparazione di campioni processati

per analisi morfologiche, rpsaggi diimmunolocalizzaziones per analisi di
espressione genica tranigedazionein situDur ant e | 6esperienza
potuto apprendere le varie tecniche di fissazione ed inclusione per la preparazione di

questi campioni vegetali.

Campionamento di ovuli e microsporofilli

Ovuli e microsporofilli delle piante selezionate sono stati prelevati da individui presenti

all dinterno dell 60rto Botanico da inizio
consente undanalisi appr of on dduttve. Pdregl i st
esempio, in Figura 6.1.A € presente un cono maschile di Ginkgo che contiene il polline

in formazione, quasi pronto per essere rilasciato. Ogni cono € composto da vari
microsporofilli, in figura 6.1 B si apprezza la struttura del singolo microsporofillo

composto da due sacche allungate, i microsporangi.
~ " ,
o 4 B)

\ S |

it |
4 4 :

Figura 6.1 Strutture riproduttive maschili@inkgo bilob&ualizzate con stereoscof).Singolo cono masct
con microsporofillBarra di scala = 2 mifB) Dettaglio di microsporofillo costituito da due microsporars),
con al Ikrbstpriecan sagche aeriféneRBarra di scala = 1 m@ampioni raccolti in data 01/04/20Z
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Preparazione dei campioni per sezioni istologiche

Per | 6i nc | Technodt®ieampioni prelevati sona stati fissati e disidratati
gradualmente. La fissazione e stata compiuta utilizzando una soluzione a base di
paraformaldeide alla concentrazione del 3% v/v e glutaraldeide alla concentrazione
dello 0.5% in tampone MTSB (PIPESY™@, EGTA 5mM MgSQ:-7H.O 5 Mm,

KOH 5 mM). Il tampone MTSB (MicroTubule Stabilizing Buffer) é stato preparato in
anticipo ad una concentrazioneuifzzando la seguente ricetta:

1 15 g di PIPES (PM: 302.4)

1 1.90 g EGTA (PM: 380.4)

1 1.22 gVgSQ-7H,0 (PM: 246.5)
1 2.5gKOH (PM: 56.1)

1 H:0 deionizzata fino a volume finale di 500 mL
Il pH della soluzione € stgioi aggiustato a 7.0 con KOH 10M.

Successivamentefidisativo MTSB per 30 n& statopreparato secondo la ricetta
fornita nel protocollo:

15 mL di tampone MTSBX2

0.6 mL di glutaraldeide 25%

1

1 9 mL di paraformaldeide 10%

1

1 5,4 mL di acqua deionizzata e autoclavata

Immediatamente dopo essere stati prelevati, i campioni sono stati posti nella soluzione
di fissativoe messi in agitazione a 4°C applicando inizialmente due cicli di blando
vuoto sotto campana di vetger 20 minuticiascunoll fissativo esausto € stato
rimosso e sostituitmon soluzione fresca. Infine, i campioni sono stati posti a 4°C per
tutta la notte prima di procedere con la disidratafligi@no successi\8pno stati

eseqguiti due lavaggi successivi in tampone MTSB 1X da 30 cragsuutho,
mante@endo i campioni in agitazione a 4 °C. | campioni sono padlisi@dtatati
utilizzando concentrazioni crescenti di etanolo (30%, 50%, 70%, 85%, 95% in acqua
distillata sterile per 1 ora per ogni fase), successivamente i campioni sono stati messi in
etanolo 100% e lasciati a 4 °C per almeno 2 ore. | campioni inagaakitw sono
stati successivamente processat. per | 0i

le istruzioni del protocollo fornito dal kit. | campioni inclusi in résgfaovit sono
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stati poi tagliattramite microtomo per ottenersezioni istologiche analizzate al
microscopio ottico e poi fotografate (Figura 6.2).

200 um

Figura 6.2 Sezione trasversale di microsporofil®idkgo bilobaualizzata al microscopio ottico, ottenuta
inclusione in resina Technovig®colorata con blu di toluidina (2025). Si pud notare la presenza
microsporangil tapeturfi)y che a mat ur azi o nestetrddedyspareecheedarannoeorigi
granuli dpolline(p) . Al | dapice dei mi cr os p o r kmaobsgerile con dpeosac
aerifereds).

L
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Abstract

The composition of fluids that mediate fertilization in cycads is described for the
first time. Using tandem mass spectrometry, proteomes of two stages of fluid pro-
duction, megagametophyte fluid and archegonial chamber fluid production, are
compared in Cycas revoluta. These were compared with the proteome of another
sexual fluid produced by ovules, the pollination drop proteins. Cycad ovules pro-
duce complex liquids immediately prior fertilization. Compared with the pollination
drops that mainly had few proteins in classes involved in defense and carbohydrate
modification, megagametophyte fluid and archegonial chamber fluid had larger pro-
teomes with many more protein classes, e.g. proteins involved in programmed cell
death. Using high-performance liquid chromatography, megagametophyte fluid and
archegonial chamber fluid were shown to have elevated concentrations of smaller
molecular weight molecules including glucose, pectin and glutamic acid. Compared
to megagametophyte fluid, archegonial chamber fluid had elevated pH as well as
higher osmolality.

Keywords Amino acids - Carbohydrate - Cycad - Megagametophyte - Proteome -
Sexual fluids

Introduction

In gymnosperms, pollination and fertilization occur in distinctly separated stages
that are mediated by fluids. During pollination, pollen is captured by young
ovules; various pollen capture mechanisms occur that are assemblages of physio-
logical and morphological adaptations (Williams, 2009). A key component is an
ovular fluid secretion known as a pollination drop that coordinates the formative
male—female interactions. It draws pollen into the ovule’s interior where it ger-
minates (Jin et al., 2012). Because pollination drops also contain antimicrobial
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enzymes, they have a defensive function (Coulter et al., 2012; Pirone-Davis
et al., 2016). Pollination drops can be even more complex: in insect-pollinated
gymnosperms, pollination drops have elevated carbohydrate concentrations that
serve as a reward (Nepi et al., 2017). Pollination drops are widely distributed
among gymnosperms (Little et al., 2014), but homologous ovular secretions are
relatively uncommon among angiosperms (Willemse et al., 1995). Pollination
drops are produced within the young ovule by the by the nucellus. Following
pollination and pollen germination, the pollen tube grows. In many gymno-
sperms, this is a long process, taking weeks, if not months before the micro-
gametophyte differentiates and delivers gametes (Williams, 2009). At the same
time, the ovule grows and differentiates a megagametophyte bearing archegonia
that contain receptive eggs. Fertilization can occur in one of two ways in gym-
nosperms: siphonogamy or zoidogamy. Siphonogamy is characteristic of more
advanced clades. A pollen tube penetrates between the neck cells of the archego-
nium and releases its two sperm directly into the egg (Bruns & Owens, 2000). In
zoidogamy, characteristic of more anciently derived clades, such as Ginkgo and
cycads, a pollen tube releases two gametes into a fluid located within the ovule
in a region between nucellus and megagametophyte (Figs. 1, 2). The flagellated
gametes (spermatozoids) must swim under their own power to the archegonia
and then penetrate the archegonium to reach and then fertilize the egg (Ikeno,
1896; Wang et al., 2014). The difference between zoidogamy and siphonogamy

Fig. 1 Megasporophylls and ovules of Cycas revoluta at the two developmental stages sampled for sex-
ual fluids. a Megasporophylls exposed in the field during pollination drop secretion from ovules, which
are light green in colour b Megasporophylls exposed in the field around time of fertilization inside
orange-red colored ovules. ¢ An isolated megasporophyll bearing ovules at the time of pollination drop
secretion. d An isolated megasporophyll bearing receptive ovules, i.e. at the time of fertilization
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__— pollination
drop

\\( integument
L
|

| nucellus

free nuclear
megagametophyte

integument:
sarcotesta
sclerotesta
endotesta

nucellus

archegonium

cellular
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Fig.2 Schematic of ovule developmental stages around time of fluid collections; all ovules are to scale.
a Immature ovule just prior to pollination drop production with nucellar apex protruding into the micro-
pyle. b Ovule with a pollination drop coinciding with cellular breakdown of the nucellar apex to form a
pollen chamber. ¢ Ovule around time of fertilization with differentiated layers of integument containing a
cellularized megagametophye bearing two archegonia at its apex at the base of the archegonial chamber.
The nucellus, which caps the megagametophyte bears maturing microgametophytes which will release
swimming sperm at the time of fertilization. Bar=1 cm

is, therefore, not only the difference between indirect and direct delivery of gam-
etes, but between the production of a fluid for fertilization and the absence of
such a fluid, respectively. Fluid production during fertilization of zoidogamous
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species is poorly understood and fluid composition is completely unknown. This
is in sharp contrast to pollination drops, the composition of which is relatively
well understood (Little et al., 2014).

Gymnosperm sexual fluids are low in volume, ephemeral, and often difficult
to access, making their study challenging. For example, even if pollination drops
are readily accessible at surfaces of exposed ovular surfaces, their low volumes
would require a great deal of effort to accumulate sufficient volumes for analy-
sis. Collection is further hampered in those species with unpredictable pheno-
logical patterns of secretion (O’Leary & von Aderkas, 2006). Like pollination
drops, fluids involved in fertilization are short-lived, present for only a few days
in cycads (Takaso et al., 2013) and Ginkgo (Friedman, 1987). In contrast to pol-
lination drops, fertilization fluids are produced deep within the ovule, adding
further complications for sampling. Beyond these difficulties posed for collec-
tion, such short timeframes underscore how tightly events are coordinated.

Stringent coordination of sperm release with female receptivity to achieve
fertilization is found not only in zoidogamous seed plants, but in the free-spor-
ing, early clades of land plants, such as mosses and ferns. For example, imme-
diately before fertilization, mosses release the contents of archegonial cells, e.g.
neck canal cells and ventral canal cells. Material released by their archegonia
has a chemoattractant that draws spermatozoids to the egg (Ziegler et al., 1988).
Recently, moss sperm were found to have an ionotropic glutamate receptor; the
ligand remains unknown (Ortiz-Ramirez et al., 2017). Homologous proteins
involved in sperm chemotaxis occur in many organisms including mice and
humans. It is not just that liquid is required for sperm to swim, but the liquid is
supplemented with substances to make fertilization more efficient. In cycads, the
fluid is produced by cells at the apex of the megagametophyte (MF-megagame-
tophyte fluid). Production is copious and the fluid subsequently flows into the
adjacent archegonial chamber (Figs. 2, 4; Takaso et al., 2013). Similar to mosses
and ferns, archegonia of cycads and Ginkgo also release compounds. In cycads,
this emission mixes with MF already in the archegonial chamber: sperm swim in
this admixture we here call archegonial chamber fluid (ACF).

This paper focuses on the question of whether MF and ACF differ in their
compositional profiles and functional roles. Further, we wish to know how these
megagametophtye-derived fluids differ from the nucellus-derived pollination
drop. We collected sexual fluids of Cvcas revoluta (sago palm) within its native
range in southern Japan (Fig. 3; Kyoda & Setoguchi, 2010). We analyzed pro-
teomic profiles of MF, ACF, and pollination drops. Additionally, we measured
osmotic concentration, pH, and the composition of both amino acids and carbo-
hydrates. Cycas is rapidly diversifying genus (Mangka et al., 2020) within the
Cycadophyta (Stevenson, 1992), an ancient group of seed plants that bears simi-
larities with even more ancient seed ferns (von Aderkas et al., 2018). Regula-
tion of microgametophytes by megagametophyte-derived sexual fluid is consid-
ered to be a plesiomorphic suite of characteristics in the evolution of seed plants
(Takaso et al., 2013; von Aderkas et al., 2018).

@ Springer



Composition of Sexual Fluids in Cycas revoluta Ovules During. .. 457

Fig. 3 One of the collection sites on Iriomote Island, Okinawa, showing a native stand of Cycas revoluta
from which several plants were sampled for this study

Materials and Methods
Plant material

Ovules from both cultivated and wild plants of Cycas revoluta Thunb. were used.
All plants are located in north-western Iriomote Island, Okinawa Prefecture, Japan.
Locations of 24 female plants from which samples were collected are given in Sup-
porting Information Table S1.

Collection of Megagametophyte Fluids (MF) and Archegonial Chamber Fluids
(ACF)

Six plants were selected for manual pollination in mid-to-late May. Ovules were
subsequently collected just before fertilization in August 2018. All ovules were
removed from plants that had a promising number of ovules in which pollen tubes
were seen to extend from the nucellus into the archegonial chamber (Fig. 4). Ovules
were then cut into two halves. The chalazal half was discarded. The remaining half,
the micropylar portion, was further dissected so that the lateral edges allowed the
integument and apically free nucleus to be removed cleanly, leaving an exposed
megagametophyte apex.

The following steps were carried out using nitrile gloves and clean equipment to
avoid contamination. The megagametophtye apices were placed in glass Petri dishes
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ac
&l
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@
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Fig.4 Genesis of prefertilization sexual fluids from megagametophytes of Cyvcas revoluta ovules. a The
apex of the megagametophyte (m) had a depression at its apex, the archegonial chamber (ac), at the bot-
tom of which two archegonia were found (in white). b In the days before fluid production, the apex of the
megagametophyte was dry and the archegonial chamber (ac) empty. Two archegonia (ar) can be seen. ¢
The roof of the archegonial chamber is the underside of the nucellus, which, at this stage, typically has
a fissure into which the pollen was expanding. At this time, pollen tubes (pt) were either not visible, or
just becoming visible. d The fluid formed on the megagametophyte surface, but not in the archegonial
chamber. This was collected and is referred to as megagametophtye fluid (MF). e Fluid was present on
the megagametophyte apex, but not in the archegonial chamber. £ At this stage the pollen tubes were vis-
ible as they expanded from the nucellus. g The fluid has flowed into the archegonial chamber and soon
after, the archegonia ejected flocculent materials to form the archegonial chamber fluid (ACF). h This
flocculent material accumulated on the floor of the archegonial chamber in the vicinity of the archegonia
from which it had been released. i The pollen expanded further into the chamber and was ready to release
sperm. At the tips of the pollen tubes, white regions were visible in which the two sperm cells were
maturing. All bars=1 mm

lined with Whatman No. 1 filter paper that had been wetted with filtered water. Meg-
agametophyte halves were left for approximately a day before megagametophyte
fluid (MF) was collected from the upper megagametophyte surface. Archegonial
chamber fluid (ACF), which is MF plus the materials emitted from the archegonium,
were collected separately with glass micropipettes, immediately frozen and stored.

Pollination Drops

Pollination drops (Fig. 2) were collected from ten plants over a 3-week period from
mid- to late May. Receptive megasporophylls were removed from each plant and
their cut ends placed in water. The megasporophylls were kept inside chambers to
maintain a high relative humidity. Pollination drops were collected daily with 50 pL
glass micropipettes as previously described for other pollination drops (Prior et al.,
2018). To have an amount sufficient for mass spectrometric analysis, pollination
drops were pooled.
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Sample Analysis
Electron Microscopy

Dissected samples including both megagametophtye and nucellus were fixed in 2%
glutaraldehyde in 0.10 M cacodylate buffer, pH 7.0. After buffer washes, the sam-
ples were dehydrated in 50% ethanol for 10 min and then blockstained in 5% uranyl
acetate in 50% ethanol for 60 min. Dehydration was continued using a graded etha-
nol series for 10 min per step in 70, 80, 90, 95, and 100%. The 100% ethanol step
was repeated twice more before the samples were infiltrated through a graded series
of ethanol and Spurr’s resin and embedded into pure Spurr’s resin and cured. Polym-
erized samples were sectioned on a Reichert Ultracut E ultramicrotome.

Sections were stained with uranyl acetate and Reynold’s lead citrate and viewed
in a JEOL JEM-1011 transmission electron microscope. Images were captured using
a Gatan Erlangshen ES1000W CCD camera.

Proteomics of MF and ACF

Protein content of MF and ACF of four individuals were measured using a standard
Bradford test (Bradford, 1976).

Samples of raw unprocessed fluids (20 pL each) from various individuals were
mixed with 5 uL. NuPage Mes SDS buffer and 1 pL of 1 M dithiothreitol (DTT) and
boiled for 10 min. Samples were loaded on to a NuPage Novex 4 gel (12% Bis—TRIS
precast gel) along with 5 pL. of BLUelf Prestained molecular ladder (FroggaBio-
Bio-Helix Co. Ltd.). The gel was run for 25 min at 200 V, then fixed with 40% etha-
nol:10% acetic acid solution for 10 min, then stained in 0.1% Coomassie Brilliant
Blue. The following day, it was de-stained for 5 h before photographing.

To establish the types of proteins in the samples, an analysis was carried out on
protein bands cored from a sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electropho-
resis (SDS-PAGE) gel. Two lanes from a gel in which megagametophyte and arche-
gonial fluids from one cycad were run (as described above) and were subsequently
cut into 16 equal pieces, then processed and analyzed as follows: samples were
reduced with DTT for 30 min at 37 °C. Cysteine bonds were alkylated for 30 min at
37 °C with iodoacetamide. Following 16 h of porcine trypsin (2 ug Promega) diges-
tion at 37 °C the samples were desalted by passing through a Waters HLB Oasis
column. They were concentrated by SpeedVac and stored at — 80 °C until analysis.

Peptide mixtures were rehydrated and separated according to previously pub-
lished methods (Prior et al. 2013). Samples were introduced into an LTQ Orbitrap
Velos mass spectrometer equipped with a Nanospray 11 source (Thermo Fisher Sci-
entific). Solvents were A: 2% acetonitrile, 0.1% formic acid; B: 90% acetonitrile,
0.1% formic acid. Samples were separated by a 90 min gradient (0 min: 5% B;
80 min: 45% B; 2 min: 90% B; 8 min: 90% B).

Raw liquid chromatograph-tandem mass spectroscopy (LC-MS/MS) files were
converted to Mascot files (MGF) using Proteome Discoverer 1.4, Thermo Fisher
Scientific (www.thermofisher.com). Mascot files were processed with PEAKS 6
(Bioinformatics Software Inc., Waterloo ON, Canada) with Peaks DB and Spider
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searches enabled against the SWISS-PROT database, the sequences downloaded
from UniProtKB, and searches were performed using the viridiplantae organism
group. The settings used were as follows: instrument type set as Fourier transform
ion cyclotron resonance (FT-ICR)/Orbitrap; high energy Collision Induced Disso-
ciation (CID) as fragmentation mode; parent ion error tolerance 8 ppm; fragment
ion error tolerance (.60 Da; precursor mass search type: monoisotopic; trypsin as
proteolytic enzyme; up to one missed cleavage allowed; carbamidomethylation as a
fixed modification; deamidation and oxidation as variable modifications; max vari-
able PTM per peptide: 3. Those proteins with gene ontogeny annotations were then
processed through Scaffold Software (see Supporting Information Methods S1).

Label-free Quantitation Mass Spectrometry of MF and ACF

A label-free quantitation experiment was done using MF and ACF from four indi-
viduals. As a result of establishing the protein concentrations by Bradford assay of
each sample, we were able to work with an equal mass of protein per sample. Pro-
cessing and analysis is described in detail as follows. Samples were processed by
liquid chromatography and injected into an LTQ Orbitrap Velos. RawMeat was used
to process the base peak chromatograms, and MaxQuant was used to process the
raw files using default parameter settings. Andromeda software was used to search
gymnosperm data within UniProt-SwissProt. The basis of the label-free quantitation
is the MaxLFQ algorithm. The results were processed using the Perseus software
platform (see Supporting Information Methods S1).

Proteomics of Pollination Drops

Processing of pollination drops by liquid-liquid separation and subsequent mass
spectrometric analysis and data processing followed previously published methods
(Prior et al., 2013, 2018). Detailed description is provided in Supporting Informa-
tion Methods S1.

Sugar Analysis of MF and ACF

MF and ACF from four individuals were analyzed. These were run identically to
previously published sugars analyzed in pollination drops (Nepi et al., 2017). Sam-
ples were analyzed for sugar content using isocratic HPLC (see Supporting Informa-
tion Methods S1). In addition, the concentration of pectins was measured. It was
expressed as galacturonic acid equivalents (mg ml~!). Because the pollination drop
sample was of insufficient volume to be able to perform all types of analysis under-
taken in this study, we did not measure carbohydrates in the pollination drop.

Amino Acid Analysis of MF and ACF
MF and ACF from ovules from the same four individuals above were analyzed.

Amino acid analysis was performed by gradient HPLC with an AccQtag sys-
tem column as previously published (Nepi et al., 2017). Details are in Supporting
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Information Methods S1. Because the pollination drop sample was of insufficient
volume to be able to perform all types of analysis undertaken in this study, we did
not measure amino acids in the pollination drop.

pH of MF and ACF

Eight MF and four ACF samples were thawed and measured at room temperature
using a calibrated Thermo Scientific Orion Micro pH Electrode connected to an
Accumet 900 pH meter (Fisher Scientific).

Osmotic Concentration of MF and ACF

Freezing-point depression was used to determine osmotic concentration. The sam-
ples were analyzed using a phase-contrast microscope (Olympus BHT) equipped
with a freezing stage controlled by a Nanolitre Osmometer (Clifton Technical Phys-
ics, Hartford, NY). Samples were loaded into the sample holder with 25 pL Pres-
sure-Lok Precision Analytical Syringe (VICI Precision Sampling). Samples were
flash-frozen to —40 °C and then slowly thawed until the smallest ice crystal was in
equilibrium, at which time the osmolarity was recorded. Calibration was done using
standard solutions of NaCl, i.e. 0 and 3000 milliOsmole 1~ (Osmol). Between read-
ings, the sample holder was thoroughly cleaned by sanitation in a detergent solution
that was subsequently washed off, followed by a rinse of 70% ethanol rinse and air
drying. The loading syringe was cleaned after each sample by repeated sequential
rinsing with double-distilled deionized water (ddH,0), detergent solution, ddH,0,
and 70% ethanol.

Results
Stages in Megagametophyte Fluid Production

Ovules were sampled during a period from before to after fertilization. Based on
inspection of nucellus and megagametophyte apex, these were divided into three
stages (Fig. 4). The first stage was immediately before secretion: these megagame-
tophytes had dry upper surfaces (Fig. 4a, b) and pollen tubes were not yet protrud-
ing from the nucleus, i.e. they could not yet be seen (Fig. 4c). As there were no
fluids to collect from these they served only as a guide, i.e. pre-secretion samples.
Isolated megagametophytes of such apices never produced fluids. The second stage
of megagametophyte had upper surfaces that were initially dry, but within a day of
being isolated, these same apices readily produced megametophyte fluid (MF) from
the surface surrounding the archegonial chamber (Fig. 4d, e). At the time of isola-
tion, these ovules could be distinguished from those of the previous stage by the
emergence of pollen tubes from the nucellus (Fig. 4f). Samples isolated at the third
stage produced megagametophtye fluids that flowed into the archegonial chamber
(Fig. 4g, h). A typical ovule at this stage had a nucleus from which pollen protruded
prominently (Fig. 4i). MF triggered separation of neck cells of the archegonia. This
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was followed almost immediately by expulsion of archegonial contents. These were
of a flocculent nature. These expelled cellular fluids remained on the floor of the
archegonial chamber (Fig. 4g, h). The combination of this ejected material with MF
makes up what we are calling the archegonial chamber fluid (ACF). At the time of
these last collections, pollen tubes had expanded (Fig. 4i). Once wetted by submer-
sion in the fluids, they burst, releasing their gametes. Fertilization followed. Soon
after fertilization, all megagametophyte surfaces became dry (not shown).

The sources of the fluids differed in that MF was produced by hundreds if not
thousands of cells over a wide area of the apex of the megagametophyte, whereas
archegonial secretions were point emissions from one or two archegonial cells.
There was visual evidence of differing sol-gel properties of the two types of fluids:
The colloidal, flocculent nature of the archegonial emission was different than the
clear liquid of MF.

MF constituted the bulk of the fluid volume, which had a substantial solute com-
ponent. A mass of accumulated debris could be seen on the surfaces of samples
processed for transmission electron microscopy. Debris including starch grains were
found in the apoplastic regions of the ovule (Fig. 5a). The materials originated from
cells of the epidermal layer of the megagametophtye apex, many of which were
undergoing cell death (Fig. 5b). These dying cells showed many unusual organel-
lar features: endoplasmic reticulum is seen engulfing material in the vicinity of the

Fig.5 Transmission electron micrographs of epidermis of megagametophyte apex of Cyvcas revoluta. a
Epidermal cells are under a thick layer of debris, including amyloplasts (ap) debris in the apoplast. The
epidermal cells have a cuticle (cu) above the cell wall (cw). Portions of released cytoplasm can be seen
in the intercellular space (asterisk) below the cuticle. Bar=2 pm. b In a cell on the left that is undergoing
PCD, endoplasmic reticulum (er) surround the amyloplast and engulf cytoplasm. Mitochondria (m) have
poor membrane structure, and vacuoles (v) contain flocculent material. A cell wall (cw) with two plas-
modesmata (pd) is visible. In the adjacent dead cell (dc) to the right, plasma membrane is absent and all
that remains of the cytoplasm are traces of organelles. Bar=0.5 pm
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amyloplast. Mitochondrial structure is diminished. Some cells have largely been
emptied of their contents.

Proteins in Sexual Fluids

According to Bradford analysis, MF had less protein than ACF: MF had an average
of less than 0.5 pg pl~! protein, whereas ACF had close to 2.5 ug ul~! (Fig. 6). There
was also a corresponding increase in the number of bands of proteins separated by
SDS-PAGE (Fig. 7).

We identified over 150 proteins by SDS-PAGE separation followed by process-
ing for HPLC-MS/MS analysis (Table 1). The first fluid to be released, MF, had
55 proteins, all of which were also found in ACF, i.e. MF did not have any unique
proteins. ACF was much richer, having another 90 unique proteins not found in MF.
When these were associated with gene ontology annotations (GOA) the proteins in

4.5 .

4.0 | -

3.5 -

3.0 .

2.5 4

2.0 .

protein (ug/ulL)

1.5 -

1.0

0.5

0.0

MF ACF

Fig.6 Boxplot of protein concentrations (pg/uL) of megagametophyte fluid (MF, blue) and archegonial
chamber fluid (ACE, yellow) of Cycas revoluta
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Fig. 7 Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel with 20 pL of either megagametophyte fluid (MF) or
archegonial chamber fluid (ACF) per lane. ACF, MF-1, MF-2, MF-3 were all collected from ovules of

one individual of Cvcas revoluta. A molecular ladder of standard proteins is to the left

both samples—even though they greatly differed in number—were distributed simi-
larly among the various GO processes. In short, ACF proteins were of similar func-
tions to MF proteins, only more numerous. There was overall similarity in the rela-
tive numbers of proteins found in the Biological Function categories in both ACF
and MF (Fig. 8), i.e. ACF had more of the same types of proteins that were found
in MF. Cellular and metabolic processes were dominant, and to a slightly lesser
degree stimulus response and biological regulation. Examples of proteins involved
in cellular processes were proteins involved in glycolytic processes, e.g. fructose-
bisphosphate aldolase 5, proteolysis, e.g. proteasome subunit beta type-2-A, and
chaperone-mediated protein folding, e.g. heat shock protein 83. Examples of pro-
teins involved in metabolic processes were proteins involved in gluconeogenesis,
e.g. glucose-6-phosphate isomerase 1, hydrogen peroxide catabolism, e.g. L-ascor-
bate peroxidase, and translation, e.g. 60S ribosomal protein L11-1. Examples of
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